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Sαcchαromyces frαgilisのペクチンーポリガ
ラクトウロナーゼについて
小沢潤二郎 ・岡本 賢一・林 哲 吾*
ペクチツ質の骨格物質はHengleinなど (1936)の研究以来，ポリガラクトウ口γ酸であるとされ
ている.しかし Hengleinが研究に用いたこト口ペクチツは激しい条件の下で調製されたもので，分
子の元の構造が損われている恐れがある.温和な条件の下でつくったペクチツ仁見出されるアラピノー
ズやガラクトーズなどが， 単なる不純物として標品仁混在してやるものであるか，側鎖や主鎖の構
成単位仁なってやるのか，決定的なことはまだ分っていなしt'.また酵素による分解の状態なEから考え
て，異常結合が存在しないとも言えない (小沢1955).細胞膜のペクチン質はブロトペクチソと言わ
れてきたものであるが，温和な条件の下で抽出したペクチツより，もっと複雑なものであろう.ペクチγ
はアラパン，ガラクタン，繊維素などと，共存しているとやうよりも化学結合で結びついているかもし
れない.またポリガラクトウロソ酸自身が細胞膜の中で，orientされた状態仁あるかどうかということ
も分っていなしi'.macerationは細胞膜のペクチン質の溶解によって起るが，その機構は早急に解決
できる問題のよう仁は思われない.
実験の方法と結果
Saccharomyces fragilisの酵素液による maceration
ペクチソー ポリガラクトウロナー ゼ (PG)の酵素材料には，ほとんどいつも植物柔組織を mace-
rateする作用が認められる.しかしPGとmacerationの作用比は材料lこよって著しく異る.梶
(1956)はClostridiumfelsineumのPGには macerationの作用がなく，PGやポリメチルガ
ラクトウロナーゼとは性質の違う maceratingenzyme (ME)で靭皮などが macerateすると述
べている.Clost. felsineum以外の酵素にこのことがあてはまるかどうか分らなやので，S. fragilis 
の酵素を精製して，PG作用と macerationの関係を調べた.
酵素液の調製 酵母水(乾燥酵母の1%抽出液)~こグルコ ーズ 5 %，酸性燐酸アンモ二ユウム
0.2%，酸性燐酸カリ0.2払硫酸マグネジユウム0.1%を加え，菌を接種して3日間270C仁静
置培養する.Pha任(1956)と同じ方法で，培養液のPGをペクチツ酸ゲル仁吸着させる.acetate 
bu任er で酵素を溶出 し，透析ののち， 室温で減圧濃縮する. 硫安を加えて 40~100%に飽和させ
たときに沈澱する部分を集め，pH 4.0のM/100acetate bu任er仁対して透析する.
酵素液の電気泳動 酵素液の蛋白濃度を1%にし，島津製 S.D.型 Tiselius装置を用い，
140 volt， 2ma， 50 Cで100分間電気泳動を行った.上昇脚を scanning法で撮影して第1図
仁示した.
Pha任のS.fragilisのPG(YPG)の電気泳動図は左肩に不純物の峯が認められるが，第・
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1図lこはほとんどこれがなく， Pha妊の
標品より純度が山ひょうである.精製
した YPGの標品は馬鈴薯の切片を
macerateする.PGとmaceration
の作用比は，のち仁述べる白麹のアシ
パー ライト IRC-50に吸着する PG
区分ど大体同じであった. したがって
s. fragilisの場合は macerationの
作用は PGによって行なわれるように
思われる. しかし梶の報告は雁皮や三
極の靭皮の macerationについて研
究した結果であるので，さらにこの点を
検討しなければならない.
靭皮のペクチンに対する PGの作用
植物体から抽出したペクチシは，前
に述べたようlこメトキシル基の含有量や
分子量以外の点でも，材料仁よって違
。があるかもしれない. 梶(1959)は
Clost. felsineumのMEは蜜柑や雁
皮のペクチシ酸よりも雁皮のペクチシを
容易lこ分解すると述べてひる.MEは
また靭皮のペクチγを，蜜柑のペクチγ
一一~Ascending
第1図 YPGの電気泳動図
やポリガラクトウロシ酸メチルエステルのメチルグリコシドよりも速か仁分解するので，基質に対するこの
酵素の特異性は，メトキシル基の含有量ばかり仁関係、があるとは言えなひょうである.精製した YP
G(こは macerationの作用が認められるが， ME同様靭皮のペクチγlこ特異性を示すであろうか.
苧麻や大麻のペクチシを基質として用。， YPGの靭皮ペクチγに対する作用を調べてみた.またY
PG以外の二三のかびや高等植物の酵素の作用仁つひても実験した.
酵素液の調製 トマトの果実や人参の根を磨砕い acetatebu任erをM/10加え， pH 5.3， 
室温で12時間抽出し，抽出液を pH4.3の M/100acetate bufferに対して透析した.
自麹 (Astergilluskawachii Kitahara)の酵素は IRC-50で液化型ど糖化型のPG区分仁
分けた〈林， 1958).まず越麹をつくり，これを水で抽出し，抽出液に pH4.3のacetatebu丘町
をM/10加え， 緩衝化した IRC-50で処理する. 樹脂を多量の pH4.3のM/10aceta te 
bufferで洗淋し， 1Mの酢酸ソーダ溶液を pH5.3になるまで加え，酵素を溶出させる.溶出
液を YPGの場合と同じ方法でペクチシ酸ゲルで処理し，ゲルから酵素を溶出させた液を pH4.3 
のM/100acetate bu妊er仁対して透析した.IRCー 50仁吸着しなや部分は，液化と糖化の作
用比が一定lこなるまで同じ条件で数回樹脂で処理する.上澄液を濃縮後透析し，硫安飽和 60~
80%で沈澱する部分を集め，水に溶解して pH4.3の M/100acetate buffer仁対して透析し
た.
基質の調製 苧麻または大麻の靭皮を250Cの M/100塩酸に浸潰し，時々液を換えながらー
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昼夜放置する.靭皮を取り出して蒸溜水で洗織し.pH 5.3の M/10acetate bufferを加え，
室温に数時間放置してベクチツを抽出する.抽出液から柑繍ペクチツの場合と同じ方法でペクチシの
粉末をつくった.苧麻のペクチツ酸はこれを0.05Mの苛性ソーダで鹸化してつくった.苧麻左大麻
のペクチγのメトキジ)~基の含有量はそれぞれ 3.61%. 2.18%であった.
一部鹸化した柑橘ペクチツは市脹の citruspectinからつくった.ペクチツの1%溶液を冷却
し， 40Cで計算量の N/10苛性ソーダ溶液を滴下し，氷室中に一夜放置して鹸化する.以後の
操作は靭皮のペクチγのときと同じ仁した.メトキジル基の含有量は元の柑橘ペクチッ 10.48%，一
部鹸化したもの5.94%であった.
YPG，白麹の IRCー 50に吸着するPG区分としない区分，トマトと人参の酵素液をそれぞれ
柑橘ペクチγ，柑橘ペクチッ酸，苧麻ペクチン，苧麻ペクチン酸および大麻ペクチン仁作用させ，反
応液の還元糖を測定した.第1表ー第5表仁実験結果を示した.還元糖の増加は反応液2mlの
第1表 YPGの作 用
、-- 時間--、 2 4 
基質 -----
柑橘ベクチン o 0 
柑繍ベタチン酸 0.14 0.21 
苧麻ベクチン 0.07 0.09 
苧麻ベタチン酸 0.08 0.13 
大麻ベタチン 0.07 0.12 
0.01 
0.27 
0.16 
0.23 
0.22 
第3表 白麹の IRC-石O仁吸着しない
PG区分の酵素作用
戸 尽 1 2 
柑橘ベタチ γ
柑橘 ベ タチ γ酸
苧麻ベタチン
苧麻ベタチン酸
大麻ベタチン
0.10 
0.17 
0.14 
0.17 
0.17 
0.28事
0.69 
0.43 
0.64 
0.60 
0.16 
0.36 
0.26 
0.34 
0.31 
期メチル工ステ)vの分解率1::42.5%であった.
第5表人参酵素の作用
立!? 4 8 24 
柑禰 ベグチ γ
柑橘ベクチン酸
苧麻 ベクチン
苧麻ベクチン酸
大麻ベタチン
o 0.01 0.01 
O.ω0.06 0.13 
o 0.01 0.02 
o 0.01 0.03 
o 0.01 O.ω 
11 
??
?
??
?
?
?
?
?
?
? ?、??
?? ?
?↑???
????
11 
柑橘ベタチン 0.02 0.02 
柑橘 ベタチン酸 0.10 0.19 
苧麻ベクチン 0.03 . 0.06 
苧麻ベクチシ酸 0.08 0.15 
大麻ベ P チ γ 0.02 0.04 
0.04 
0.48 
0.16 
0.29 
0.13 
6 11 
柑桶ベタチン
柑橘ベクチン酸
苧麻ベクチ γ
苧麻ベタチ γ酸
大麻ベタチン
??
?
?
?
?
??
??
??
? ?
??
? ?
? ? 。?????????
??
????
N/50 12消費量 (ml)で表わした.M/50 12 
1mlはポリガラクトウ口γ酸の分解率70・4%仁
相当している.酵素作用の条件は， 基質濃度
0.125%， pH 4.3 (acetate buffer M/1∞)， 
350Cであった.白砲の樹脂に吸着しない PG
区分以外にはペクチン・メチル工ステー ぜ (PE) 
の作用はなかった.
苧麻左大麻のペクチンは酵素による分解の速
度がおそやが，苧麻のペクチツ酸はよく分解され
る.しかし人参やトマトの酵素では，柑繍ペクチ
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ン仁比べてはるか仁分解し仁くい. トマトの酵素の場合，反応仁誘導期が認められる.ペクチγ酸の
濃度を変えて， YPGとトマトの酵素を作用させた結果は第6表と第7表の通りであった.
第6表 YPGの作用に及ぼす主主質濃度の影響 第7表 トマト酵素の作用に及ぼす基質濃度の影響
J示そ! --. 時間1.5 3 5 1.5 3 8 基質
----ベタチン酸 0.31% 0.21 0.27 0.30 ベタチン酸 0.31% 0.02 0.03 0.38 
ベタチン酸 0.125% 0.18 0.18 0.20 ベクチン酸 0.125% 0.02 0.04 0.28 
ベクチン酸 0.05% 0.10 0.11 0.14 ベタチン酸 0.05% 0.02 0.06 0.17 
ベクチγ酸 0.02% 0.06 0.06 0.06 ベクチン酸 0.02% 0.04 0.06 0.09 
一部般化したベクチン 0.125% 0.07 0.10 0.12 一郎鹸化したベタチン 0.125% 0.01 0.02 0.14 
ベタチン 0.125% 。 。 0.01 ベクチン 0.125% 。 。 0.01 
第7表の結果から誘導期は基質の濃度が高いとき仁現われるようである.ペクチンはメトキジル
基の含有量が10.48%に過ぎないので，遊離のウロン酸単位どメチル工ステル仁なったものとの比は
1 : 5.7であるが， 0.02%のペクチン酸よりも分解の速度はおそい.
なお各酵素液を，ペクチン酸仁対する液化力が同じになるようにして， pH 4.3， 350Cで馬鈴薯
切片と苧麻の靭皮仁作用させると， YPGと白麹の樹脂仁吸着するPG区分は馬鈴薯切片をよく
macerateしたが， トマトと人参の酵素液は作用を示さなかった.白砲の樹脂仁吸着しない区分は
切片を僅か仁 macerateした. YPGと白麹の樹脂仁吸着する区分仁は苧麻を macerateする
作用が認められたが，他のもの仁は作用がなかった.
考 察
macerationに関係するペクチン質はメトキジル基の含有量から，二つの種類仁分けられる.馬鈴
薯の切片を pH2.5以下の水溶液仁室温で放置すると macerateする.酸性溶液で柔組織を処
理すると，細胞膜から陽イオンが除去され， Ca， Mg， Fe湿など仁なって固定されていたメトキシル
基の多~"I水溶性のペケチγが溶解するためである. しかしこの際の macerationは弱(，馬鈴薯切
片は崩療するまでには至らない.切片をさらに水で洗~"I，ソーダ塩なEの薄。水溶液lこ移して放置す
ると，今度は組織が崩壊する.酸性溶液で Caなどを除去しただけではメトキジル基の少やペクチγ
は溶解せず，ソーダなどの塩類仁してやると溶解するので，組織の完全な macerationが起る.材
料によって二つの種類のペクチシの含有量は異なる.桃の果実などは水溶性のペクチンを多く含み，
メトキシル基の少し1ペクチツはほとんど認められない.靭皮のぺクチツはこの反対で水溶性ペクチンの含
有量の割合は非常仁少~"I.そのため靭皮を酸性水溶液の中仁放置するだけでは maceration は起
らない.S. fragilisの精製酵素液で馬鈴薯切片が macerateするのは， YPGそのもの仁よると
考えられるが，靭皮に対する作用は比較的弱抗馬鈴薯と靭皮では， macerationに関係するペク
チン質の化学的な組織が違っているためであるかもしれなや.Clost. felsineumのMEは靭皮のペク
チツ仁よく作用すると言われている. ME仁は， PGと性質を異仁する MEと， YPGのよう仁
PGの作用を兼ね備えたものとこ通りあるかもしれない.
PGは基質のメトキジル基含有量によって影響され，これが多いものほど分解し仁く~"I. しかしその
程度は酵素の材料で大分違っている.またメトキジル基の含有量ばかりでなく， メチルエステル仁なっ
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たウ口ン酸単位となっていないものとの配列の順序が反応速度に影響する.人参の酵素のような分子
の末端から作用するPGに対しては，メチル工ステルとなったウロン酸は，アミラー ゼで澱粉が分解さ
れるときの異常結合のような役割をして，酵素作用を阻止すると考えられる.液化型のPGはメチル
エステル仁なっていないウ口ツ酸の聞の結合を分解すると言われているが，すべて同じ速さで分解される
わけではなく，メチル工ステルとなったウロン酸からの距離が反応速度に影響するかもしれない.Jansen 
らは PGとPEの共同作用で macerationが起るのではなやかと想像してひる. しかしトマトのP
Gは，馬鈴薯の切片をPEで鹸化してpH2.5以下の酸性溶液で macerateしなくなったものに
対しても， macerationの作用を示さなし¥ トマトなどのPGで植物柔組織が macerateしないの
は，細胞膜のペクチツ質がメトキシル基を含んでいるためではないようである.
苧麻や大麻のペクチツは柑橘のペクチツ酸よりも， PGで分解し仁くい.鹸化した苧麻のペクチツ
はしないものよりも分解しやすやが，柑橘のペクチツ酸よりは分解し仁く~"'I.分子の末端から作用する
人参の PGの場合に，苧麻と柑橘のペクチγ酸の聞に特にはっきりした差が認められるのは，ペクチ
γ分子が異常結合を持っているためではなかろうか.
細胞膜のペクチγ質であるブロトペクチソは，化学組成あるいは化学構造が複雑なものであると，思
われる.とろろあおいの粘質物の粕度には，ラムノー ズとガラクトウロツ酸からできている骨格物質以
外の成分も関係、があるようであるが，ブロトペクチγの溶解しにくいのも， これと同じくポリガラクトウ
口γ酸と共存または結合してやる成分のためであるかもしれない.このような場合には明らかに mace-
四tion仁対して， PGとは違った酵素すなわちMEを考えねばならない.
トマトや人参の酵素液には， macerationの作用がほとんど認められない(小沢，林1955).白
麹のIRC-50に吸着しなや区分には弱いmacerationの作用があり，吸着する区分と S.fragilis
の酵素液の maceration の作用は強~"'I. トマトや人参のPGは植物柔組織仁吸着しない〈小沢，
岡本1952).白麹の IRCー 50に吸着する PG区分と YPGはよく殴着するが，白鶴の樹脂に
吸着しない区分が植物柔組織に吸着される量は少なかった.このように酵素と細胞膜の聞の物理的
な関係札口lacerationの作用を規制している可能性はじゅうぶんありうる.上回(1957)は黒麹
のアミラー ゼによる生澱粉の糖化は吸着アミラー ゼで行なわれると述べている.酵素で固形物が分解
されるときには，吸着が前提になっているかもしれない.またトマトの PGは基質の濃度が高くなると
阻害されるが， macerationの作用のなやのも，細胞膜の膨潤したペクチツ質が高い濃度の状態にあ
るためかもしれない.
ペクチツは酸性多糖質である. したがってペクチン質分解酵素の研究では，アミラー をの場合lこは
起り得ないような事情に遭遇する.ペクチンのカルボキジル基は水溶液の中で，イオツの形，イオンに
なっていなし1形あるやは解離していなし1塩類の形などになっている.酵素の方も両性電解質であるの
で，陽イオγ，陰イオγ，双生イオγの三つの状態が考えられる. したがって基質と酵素の状態に関
して，多くの組合せが存在しうる.実際には PGが基質のカルボキジル基のどのような状態、のものに
作用するかどうかも分っていない.また polyvalentionや水素結合でペクチツ分子の聞に結合が起
ったとき，これらの結合は異常結合と同じく酵素作用を阻止しないだろうか，あるいは分子の会合は
基質と酵素の結合を阻害するようなことになりはしな沿だろうか. いずれの場合もまだこれといった研
究は行なわれていないようである.
終りにおccharomycesj均:gilisの菌株を分けて下さった東大応用微生物研究所の飯塚広助
教授に感謝します.
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